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The ARF protein is a product of INK4a-ARF locus, it plays a crucial role in tumor 
suppression. ARF stabilizes p53. This results in activated the p53 signaling pathway 
and mediated cell cycle arrest or apoptosis. ARF-mediated tumor suppression can also 
occur in a p53-independent pathway.  
Stabilization of ARF is specifically required for its tumor suppressor funtion. There 
are many regulatory mechanisms involved in the control of ARF. Among the regula- 
tions, ULF-mediated ubiquitination as an important parrtern is involved in the post- 
transcriptional regulations. 
Similar to other reversible post-translational regulations, ubiquitination is 
reverseble. The specific hydrolases (deubiquitinating enzymes, DUBs) accomplishing 
the process of deubiquitination are a superfamily of proteases. Among the DUBs, 
USP7 is one of the most prominent members.  
Our work first discovered USP7 could bind to ULF by Co-immunoprecipitation 
assay. Subsequently we investigated the influence of such interaction toward the 
stablization of USP7 and ULF. We have discovered that the interaction has no effects 
on the protein levels of USP7, but stabilizes ULF. Moreover, we demonstrated that 
the deubiquitinating enzyme activity of USP7 is required for its mediated stabilization 
of ULF. In conclusion, USP7 maybe deubiquitinate ULF. Additionally, USP7could 
interacts with the tumour suppressor ARF.The obtained conclusions is significative 
for clarifying the regulation of ULF-mediated ubiquitination, providing fundamental 
support for further investigation. 
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INK4a-ARF基因座位于人类基因组第 9号染色体短臂 2区 1带（9p21），而
小鼠的同源基因则位于第 4号染色体。以人类的 INK4a-ARF基因座为例，其 DNA
长度约 30 kb，包含 1α、1β、2 和 3 四个外显子。p16INK4a由外显子 1α、2 和 3
编码，p14ARF则由外显子 1β、2和 3编码，外显子 2和 3为二者共享。p14ARF的
阅读框开始于第一个外显子 1β（距 p16INK4a的第一个外显子 1α约 20 kb），终止




Fig 1.1  The INK4a-ARF locus in human 


















小鼠的 p19ARF含有 169个氨基酸，其分子量为 19238 Da，人的 p14ARF则含
有 132个氨基酸，分子量为 13902 Da。二者均为疏水性蛋白，富含精氨酸（Arg），
其含量高达 20%。 
p19ARF和 p14ARF转录和翻译的起始位点都相同，所产生的两个蛋白之间的同
源性为 50％，前 14个氨基酸中有 11个相同，这一区域拥有 ARF的许多功能，
包括核定位、MDM2结合等[8,9]。 
p14ARF蛋白根据结构和功能上的不同，可以简单的分为以下几个区域： 
   （1）N端区域（1-64aa），由外显子 1β编码，几乎集中体现了 ARF的功能。
其中 1- 14aa为MDM2结合位点和核定位序列[8,9]； 
（2）C端区域（65-132aa），由外显子 2编码，其中 83-101aa为核定位序列[8]。 
绝大多数的 ARF 结合蛋白都是与 ARF 的 N 端区域结合，但也有例外，拓
扑异构酶 I和线粒体蛋白 p32/C1QBP就与 ARF的 C端区域结合[10]。 
 
图1.2 人类ARF蛋白的结构示意图 
Fig 1.2 A diagrammatic show of ARF protein in human 




的 ARF蛋白分布于线粒体，被称为 smARF（short mitochondria ARF）[11,12]。 
1.1.4 ARF 蛋白的生物功能及分子机制 
1.1.4.1 ARF 在肿瘤抑制中的作用 
（1）ARF抑制肿瘤的发生 
从 1995年被发现起，多项实验证据证明 ARF引起细胞周期阻滞、诱导凋亡，















期[1]。Abelson 鼠白血病毒(Ab-mlv)介导转化的前 B 细胞中，p19ARF过表达时，
表现出凋亡症状，而在 ARF缺失的细胞中则相反[14]。INK4a-ARF基因在急性淋
巴细胞白血病、胆管癌、鼻咽癌、间皮细胞癌、星型胶质母细胞瘤、多发性神经




ARF可以调节 p53的两个 E3(泛素连接酶)，属于 Ring类 E3的MDM2 （mouse 
double minute 2，小鼠双微体蛋白 2，人类中同源物为 HDM2）和属于 HECT类
E3的 ARF-BP1/Mule（ARF-binding protein 1/Mcl-1 ubiquitin ligase E3，ARF结合






ARF 以两种方式通过 MDM2 激活 p53。一方面，ARF 募集 MDM2 进入核
仁，将MDM2限制在核仁内，核质中的 p53就从 MDM2-p53调控的降解中释放
出来[16]。另一方面，ARF与MDM2结合，直接抑制MDM2的泛素连接酶活性, 阻
碍 p53 的泛素化、核输出和随后的降解，从而激活 p53[17]。研究表明，ARF 与
MDM2的 C端结合，而 p53与MDM2的 N端结合，即 ARF和 p53以非竞争性
的方式分别结合MDM2的两个不同区域。 
除了 MDM2，ARF还可以通过 ARF-BP1/Mule调节 p53信号通路[18]。应用
siRNA 敲低 ARF-BP1/Mule，p53的半衰期明显延长，其下游靶基因表达增强，
依赖于 p53 的凋亡应答被激活。同 ARF 抑制 MDM2 的机制一样，ARF 与
ARF-BP1/Mule结合，抑制后者的 E3活性，激活 p53。 




















Fig 1.3 The ARF-MDM2/ARF-BP-1-p53 signaling pathway 
注：本图引自Charles J. Sherr: Divorcing ARF and p53: an unsettled case. Nature Reviews Cancer, 2006 6: 
663-673. 
（3）ARF通过非 p53途径抑制肿瘤的发生  
进一步研究发现，ARF也可以通过非 p53途径发挥肿瘤抑制功能[21]。在 p53






素以及其他各种蛋白[25,26]。ARF 正是通过与这些蛋白相互作用，以非 p53 途径
调控细胞增殖和凋亡，抑制肿瘤发生。 
E2F-1是细胞中重要的转录因子 E2Fs的一员，其主要功能是促进靶基因转
录表达与 DNA 合成相关的酶类（如 DNA 聚合酶、胸苷激酶），使细胞周期由



















选择性地调控 c-Myc 的功能。c-Myc 激活 htert、cµl1 等相关基因转录、引起细
胞过度增殖和转化的功能被抑制，而对其阻抑 gadd45、pdgfbr等相关基因转录、




[35]。一方面，ARF促进 NF-κB家族成员 RelA(p65)与 HDAC1 (组蛋白去乙酰化
酶)的结合，抑制 RelA的活性[35]。另一方面， ARF通过 ATR（ATM相关激酶）
和 ChkI（细胞周期检测点激酶 I）磷酸化 RelA 转录激活区域内的 Thr505 位点,
磷酸化后其相关转录活性被抑制[36]。 
p19ARF 可以通过减缓 47S/45S 前体的分裂和阻止 32S 前体形成 28S 和
5.8SrRNA 来影响 rRNA 加工过程，这些效应不依赖于 p53，但是却与另外一种
蛋白质 NPM相关[37]。NPM是 nucleophosmin的简称，中文名为核磷蛋白。该蛋
白定位于核仁，在肿瘤细胞中高表达，其功能多样如参与核糖体生物合成、控制





E2F-1、NPM的 SUMO化修饰，而且与 p53的转录活性无关[25]。 
SUMO 化修饰是指底物蛋白通过一系列酶促反应，共价连接上一个类泛素
蛋白 SUMO（small ubiquitin related modifier）。SUMO化修饰的效应是多样性的，
能够影响蛋白转运、基因表达调节（通常会引起表达下行调节，但并不绝对）、
泛素化、DNA修复、着丝粒染色质粘着。因此研究者认为，促使靶蛋白 SUMO
化修饰是 ARF行使其非 p53依赖性功能的一种普遍机制[25]。但是，ARF 是如何
启动 SUMO化这一过程，仍然是一个未解之谜。 
1.1.4.2 ARF 能够促进某些肿瘤的产生 


































































Bcl-xl是 Bcl2家族成员之一，在体内与 Beclin-1相结合，负性调节 Vps34/Beclin-1 
复合体的激酶活性，从而抑制自噬作用。ARF则抑制了 Bcl-xl与 beclin-1的结合,
最终诱导自噬作用的发生。由于与 Bcl-xl结合的 ARF只占其总量的一小部分，




Fig 1.4 The regulation of autophagy by ARF and smARF 
























大一部分 p53突变的肿瘤细胞中 ARF高表达的原因。 
正常情况下，ARF 敲除会加剧肿瘤发生，当然其中的部分原因是因为 ARF













1.1.4.3 ARF 调控眼部 HVS 的发育 
随着对 ARF的深入研究，科学家发现，ARF在小鼠的个体发育过程中对眼
睛的发育起调控作用。ARF失活的小鼠中， HVS（hyaloid vascµlar system，玻
璃体血管系统）内血管周细胞异常聚集，阻碍其退化，最终导致失明。 
内皮细胞分泌的 PDGF（porcine platelet-derived growth factor，血小板衍生生
长因子）和毛细血管外膜样细胞表面的 Pdgfrβ（PDGF receptor β，PDGF受体 β）
结合，诱导细胞增殖，促使毛细血管外膜样细胞聚集。p19ARF抑制 Pdgfrβ 基因
转录，减少 Pdgfrβ的含量，调节 HVS的退化。而后续的研究证明，此过程不依
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